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　　摘要：以脊尾白虾（ＥｘｏｐａｌａｅｍｏｎｃａｒｉｎｉｃａｕｄａＨｏｌｔｈｕｉｓ）为试验材料，以人工连续 ７ｄ投喂携带白斑综合征病毒
（ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＷＳＳＶ）的死虾为攻毒方式，得抗性试验组（Ｒｍ）；以人工连续７ｄ投喂不携带ＷＳＳＶ的死虾
为对照方式，得对照试验组（Ｖｍ），待存活率稳定后，分析比较抗性试验组和对照试验组的存活率及酸性磷酸酶
（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和酚氧化酶（ＰＯ）活性的差异性；然后待Ｒｍ组中雌性脊尾白虾虾
卵接近孵化时，挑选４０～５０尾体格较大的抱卵雌虾，分别放入事先准备好的桶中，让其自然孵化，以此得 Ｒｍ１代；孵
化完成后，收集各组亲虾并编号，用套式ＰＣＲ法检测各组亲虾 ＷＳＳＶ携带情况，将阴性组及虾卵孵化较少组淘汰，留
下２０组，重新编号Ｒｍ１代，然后将其喂养成成虾；以此方式连续选育得到Ｒｍ３代。用同样方法对Ｒｍ３代成虾和自然
环境中ＷＳＳＶ携带成虾（Ｖｎ）进行攻毒试验，然后检测结果显示Ｒｍ３代成虾比Ｖｎ成虾存活率要高出很多且免疫相关
酶活性之间存在显著性差异。
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　　我国是虾类养殖大国，但是随着养殖业的快速扩张，养殖
环境恶化、种苗退化和病害高发等因素严重制约了产业的发

展［１－２］。其中，虾类病害越来越严重，白斑综合征（ｗｈｉｔｅｓｐｏｔ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＷＳＳ）的暴发给虾类养殖带来严重损失，这种病毒
在虾类个体间可以经口传播，虾类感染后，死亡率极高［３－６］。

因此选育出具有一定抗性的群体及对相关免疫酶活性的研究

具有重要意义。虾类主要依靠非特异性免疫系统进行自身的

免疫防御，其中酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）和酚氧化酶（ＰＯ）常被用于衡量虾类的免
疫状态、健康状态以及筛选抗病家系等［７－９］。

脊尾白虾（ＥｘｏｐａｌａｅｍｏｎｃａｒｉｎｉｃａｕｄａＨｏｌｔｈｕｉｓ）属于甲壳亚
门十足目长臂虾科白虾属，其环境适应力强、世代周期短且易

于人工条件下周年繁殖，是我国常见虾类养殖经济品种［１０］。

另一方面，脊尾白虾对 ＷＳＳＶ敏感性强，在养殖过程中感染
ＷＳＳＶ后死亡率极高，容易造成严重的养殖损失。本研究以
脊尾白虾为试验材料，通过投喂携带 ＷＳＳＶ的死虾为攻毒方
式，连续进行３代选育；并分析抗性试验组与对照试验组存活
率及ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＳＯＤ和 ＰＯ活性的差异，探讨初步选育具有
一定抗 ＷＳＳＶ的脊尾白虾群体并研究相关免疫酶的活性
变化。

１　材料与方法

１．１　试验动物和病毒携带虾来源
试验所用脊尾白虾：２０１４年３月于江苏省东台市脊尾白

虾养殖区选取经套式 ＰＣＲ法检测 ＷＳＳＶ携带情况为阴性池
塘内的虾，体长为（４．８±０．５）ｃｍ，体质量为（１．９±０．４）ｇ；试
验用病毒携带死虾：２０１３年６月于江苏省东台市脊尾白虾养
殖区选取大规模死亡后经套式 ＰＣＲ法检测 ＷＳＳＶ携带情况
为阳性池塘内的虾，迅速冷藏运回实验室，并存储于 －８０℃
冰柜中待用；试验用自然环境病毒携带虾：２０１５年６月于江
苏省东台市脊尾白虾养殖区选取经套式 ＰＣＲ法检测 ＷＳＳＶ
携带情况为阳性虾塘内的活体成虾，平均体长为（５．１±
０．３）ｃｍ，平均体质量为（２．１±０．５）ｇ。
１．２　ＷＳＳＶ攻毒试验
１．２．１　抗 ＷＳＳＶ群体的获得　将试验用脊尾白虾用活水车
运输至江苏省海洋水产研究所吕四养殖试验基地，按约５∶１
分为试验组和对照组（１０００尾 ∶２００尾），适应性暂养７ｄ，期
间正常投喂事先检测不携带ＷＳＳＶ的颗粒饵料并及时捞出死
虾及残饵，待两组虾稳定后；向试验组投喂携带 ＷＳＳＶ的死
虾，向对照组投喂不携带ＷＳＳＶ的死虾，每日早晚各投喂１次
并及时捞出残饵及死虾，根据前日残饵量及时调整投喂量，连

续投喂７ｄ，得到０代试验组（Ｒｍ０）和对照组，以后按正常的
管理方法进行换水和投喂颗粒饵料。每天观察虾的存活情

况，及时捞出并记录死虾数量，待试验组虾存活情况稳定后，

分析比较试验组和对照组的存活率及 ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＳＯＤ和 ＰＯ
活性的差异性；然后待Ｒｍ０组中雌性脊尾白虾虾卵接近孵化
（虾卵成亮白色，黑色眼点明显可见）时，挑选４０～５０尾体格
较大抱卵雌虾，分别放入事先准备好的桶中，让其自然孵化，
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以此得 Ｒｍ１代；孵化完成后，收集各组亲虾并编号，用套式
ＰＣＲ法检测各组亲虾ＷＳＳＶ携带情况，将阴性组及虾卵孵化
较少组淘汰，留下２０组，重新编号 Ｒｍ１代，然后将其喂养成
成虾；按以上方法连续攻毒选育得到Ｒｍ３代。
１．２．２　攻毒对 Ｒｍ３和 Ｖｎ的影响比较　为检验经历 ＷＳＳＶ
连续感染淘汰后，Ｒｍ３代脊尾白虾成虾是否比自然环境中病
毒携带虾（Ｖｎ）的抗性强，并检测相关免疫酶活性变化情况，进
行如下试验：从２０组Ｒｍ３代脊尾白虾成虾中随机挑选１５０尾，
并随机分为３组，每组５０尾；另外随机挑选Ｖｎ组脊尾白虾成
虾１５０尾，随机分为３组，每组５０尾。向６组中分别投喂携带
ＷＳＳＶ的死虾，每日早晚各投喂１次并及时捞出残饵，根据前
日残饵量及时调整投喂，连续投喂７ｄ，以后按正常的管理方法
进行换水和投喂颗粒饵料。每天观察虾的存活情况，及时捞出

并记录死虾数量，待虾存活情况稳定后，分析比较Ｒｍ３代组和
Ｖｎ组的存活率及ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＳＯＤ和ＰＯ活性的差异性。
１．３　ＷＳＳＶ携带情况检测

为检测脊尾白虾ＷＳＳＶ携带情况，本试验采用套式 ＰＣＲ
法，具体操作过程参照 ＧＢ／Ｔ２８６３０．２—２０１２《白斑综合征
（ＷＳＤ）诊断规程　第２部分：套式ＰＣＲ检测法》。
１．４　总蛋白质的提取及酶活检验

将所取脊尾白虾的头胸部取下作为样品，于液氮中进行研

磨至均匀细致的粉末，用于相关免疫酶活性检测［１０］。酸性磷

酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和酚
氧化酶（ＰＯ）检测试剂盒均购自南京建成生物工程研究所，分
别按试剂盒使用说明书检测脊尾白虾中免疫相关酶活性。研

磨细碎的粉末中总蛋白的含量采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１１］测定。

１．５　数据处理
所有数据均采用平均值表示，且每组不少于３个平行，采

用ＳＰＳＳ软件对数据进行分析，若 Ｐ＜０．０５，表示试验组与对
照组之间存在显著性差异。

２　结果与分析

２．１　脊尾白虾耐受群体的获得
脊尾白虾抗ＷＳＳＶ群体由Ｒｍ０代到 Ｒｍ３代共经历３次

攻毒，每次攻毒后，试验组脊尾白虾均出现大批量死亡，对试

验组和对照组的死虾采用套式 ＰＣＲ法进行 ＷＳＳＶ携带情况
检测，结果显示抗性试验组死亡的脊尾白虾随机抽样都检测

到ＷＳＳＶ阳性，说明其死亡原因可能由ＷＳＳＶ感染所致；而对
照组死亡的脊尾白虾随机抽样都未检测到 ＷＳＳＶ，说明其死
亡原因并非ＷＳＳＶ感染所致。
２．２　Ｒｍ０～Ｒｍ２代及 Ｖｍ群体存活率和免疫相关酶活性
差异

通过统计计算每次攻毒至稳定后Ｒｍ０～Ｒｍ２代和Ｖｍ的
脊尾白虾存活率，结果见图１。Ｖｍ中脊尾白虾平均存活率达
到９１．６０％，而Ｒｍ０脊尾白虾几乎完全死亡，平均存活率只有
６．０７％；Ｒｍ２中脊尾白虾存活率略有提高，达到 １２６０％，
Ｒｍ０～Ｒｍ２代和Ｖｍ的存活率均存在显著性差异（Ｐ＜００５）。

　　利用酶活检测试剂盒对每次攻毒至稳定后 Ｒｍ０～Ｒｍ２
代和Ｖｍ的脊尾白虾ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＳＯＤ和ＰＯ的活性进行检测，
结果见图２。由图２可以看出随着攻毒次数的增加，４种免疫
相关酶在脊尾白虾体内的酶活力均呈下降趋势，其中ＡＣＰ和
ＰＯ的下降趋势明显、ＡＫＰ下降趋势次之、ＳＯＤ下降趋势最
弱；但随着攻毒次数的增加，Ｒｍ２代脊尾白虾体内４种免疫
相关酶活力均显著低于Ｖｍ中的酶活（Ｐ＜０．０５）。
２．３　攻毒后Ｒｍ３及Ｖｎ群体存活率和免疫相关酶活性差异

参照上述的试验方法及检测方法，分析比较 Ｒｍ３和 Ｖｎ
群体在攻毒后的差异性，结果见图３。由图３可以看出经过
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ＷＳＳＶ连续攻毒选育后得到的 Ｒｍ３比 Ｖｎ对经口感染 ＷＳＳＶ
的耐受力要高；４种免疫相关酶ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＳＯＤ和ＰＯ在Ｒｍ３
和Ｖｎ之间均存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

虾类抗病群体或家系选育研究是目前国际上良种选育的

重要方向。在我国，对虾类抗病群体或家系选育研究也较为

普遍，如朱其建等进行了抗溶藻弧菌罗氏沼虾群体的选

育［１２］、黄永春等进行了抗 ＷＳＳＶ凡纳滨对虾家系的选
育［１３－１４］以及王专伟［１５］和张涛［１６］进行了抗ＷＳＳＶ斑节对虾家
系的选育等。本研究以人工感染的方式对脊尾白虾进行了连

续３次攻毒，将其中低耐受力个体淘汰，最终存活下来的群体
被认为是对ＷＳＳＶ具有高耐受力的脊尾白虾群体；对Ｒｍ３和
Ｖｎ群体在攻毒后的差异性比较结果也进一步说明了这一选育
方法的可靠性。当然，想要最终得到一种高抗ＷＳＳＶ的脊尾白
虾新品种，选育的世代仍需继续延续下去，但这种抗性能否稳

定遗传仍需要通过分子生物学手段分析其进化关系来确定。

甲壳类动物主要依靠非特异性免疫系统进行免疫防御，

其中免疫蛋白质起到至关重要的作用。Ｃｈｅｎ等［１７］、Ｓｕｎｇ
等［１８］和Ｑｉｎ等［１９］的研究中均将 ＡＣＰ和 ＡＫＰ用作免疫能力
变化的相关指标；在 Ｆｒｉｄｏｖｉｃｈ［２０］和 Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ等［２１］的研究中

分别将ＳＯＤ和 ＰＯ作为免疫能力变化的相关指标。本研究
中，选取 ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＳＯＤ和 ＰＯ这４种免疫相关酶作为脊尾
白虾攻毒稳定后，体内免疫能力变化的指标。由 Ｒｍ０代到
Ｒｍ２代，４种免疫酶活力均呈现下降趋势，这与王专伟等［９］、

冯宁宁等［１０］、张涛［１６］和张曼等［２２］研究ＷＳＳＶ对不同种虾类免
疫酶活性的影响相似；但在本试验中，虽然Ｒｍ２代４种免疫酶
最终与Ｖｍ均存在显著性差异，但 ＡＣＰ、ＡＫＰ和 ＰＯ的变化趋
势更为显著，而 ＳＯＤ的变化趋势较小；所以在脊尾白虾对
ＷＳＳＶ抗性强弱方面，ＡＣＰ、ＡＫＰ和ＰＯ这３种免疫相关酶活性
的高低更具有指示性；但是否能真正作为脊尾白虾对感染

ＷＳＳＶ的主要免疫指标还需进行更加深入的研究。在 Ｒｍ３代
与Ｖｎ存活率及免疫相关酶活性比较分析中可以看出，经过连
续的攻毒选育，Ｒｍ３代成虾比Ｖｎ成虾对ＷＳＳＶ的抗性有所提
高，免疫相关酶活性的变化也与前期研究具有一致性。
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